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Die Erfindung betrifft ej^ ph^fP^e^^i^C^fts Praparat auf Basis 
von Blutgerinnungsfaktor VII sowie ein Faktor VII-Reinigungs- 
verf ahren. 

Die Blutgerinnung wird durch eine Reihe von auf einanderf olgen- 
den Reaktionen verschiedener Blutgerinnungsf aktoren ausgelost. 
Durch einen Mangel an Blutgerinnungsf aktoren wird die Bildung 
von Fibrin aus Fibrinogen und damit der WundverschluS verhin- 
dert; die Folge ist ein erhohtes Blutungsrisiko bzw. Blutun- 
gen. Ein solcher Fall liegt bei einem Mangel von Vitamin K- 
abhangigen Blutgerinnungsf aktoren, wie den Faktoren II, VII, 
IX und X vor ," der vor allem durch die Beeintrachtigung der Le- 
berfunktion, aber auch aufgrund eines vererbten Blutgerin- 
nungsf aktormangel hervorgerufen sein kann. Zur Substitutions - 
behandlung werden die entsprechenden Blutgerinnungsf aktoren 
eingesetzt. Die Behandlung mit diesen Praparaten fuhrt in den 
raeisten Fallen zu einer raschen Blutstillung . 

Der Faktor VII kann aus biologischem Material, wie Blut, Plas- 
ma Oder Zellkulturen gewonnen werden und wird im Fall von Blut 
Oder Plasma als Ausgangsmaterial zumeist gemeinsam mit minde- 
stens einem der strukturell ahnlichen Faktoren II, IX oder X 
in gereinigter Form erhalten. Ein Prothrombinkomplex- Praparat 
auf Basis der Faktoren II, VII, IX und X bzw. eine Plasma- 
fraktion enthaltend den Prothrombinkomplex, kann ebenfalls als 
Ausgangsmaterial zur Herstellung eines waiter gereinigten Fak- 
tor VI i- Praparat es herangezogen werden. 

Zur Behandlung von Patienten, bei denen ein Mangel an 
Faktor VIII auftritt und welche einen gegen den Faktor VIII 
gerichteten Hemmstoff (Inhibitor) entwickelt haben wird oft- 
mals ein Faktor Vlla-Praparat vorgeschlagen . Hochgereinigte 
Faktor Vlla-Praparate werden z.B. in der EP 0 082 182 und von 
Hedner et al . (Haemostasis 19, 335-343 (1989)) beschrieben. 

Der Faktor Vil ist relativ leicht aktivierbar zum Faktor Vila. 
Es wurde beispielsweise gefunden, daS Faktor Vll-Zymogen durch 
eine Reihe von physiologischen Enzymen, wie Faktor IXa und 
Faktor Xa rasch aktiviert wird (Wildgoose et al.. Blood, 
Vol. 73, No. 7, 1989, pp 1888-1895) . 



In der EP 0 770 625 ist beschrieben, dafi mit zunehmenden Auf- 
wand eines Reinigungsvorganges die Aktivierung des Faktor VII 
eintritt. Zur Vorbeugung des Risikos zur Faktor VIIa-Bildung 
wird dementsprechend der Zusatz von Inhibitoren der Blutge- 
rinnung, beispielsweise Antithrombin IIl/Heparin oder rever- 
sible Inhibitoren, wie Benzamidin, wahrend einer affinitats- 
chromatographischen Reinigung vorgeschlagen. 

GleichermaSen wird das Faktor VII-Molekul wahrend dessen Iso- 
lierung durch die Verwendung von Benzamidin wahrend des gesam- 
ten Reinigungsverf ahrens vor Proteolyse geschutzt, wie von 
Radcliffe R et al . , Journal Biological Chemistry 250, 1975, pp 
388-395, beschrieben. 

Das Problem der Aktivierung des Faktor VII vor allem in Gegen- 
wart von Oberflachen mit positiver Ladung, z.B. bei Kontakt 
mit einem Anionenaustauschermaterial, wird von Pedersen et al . 
(Biochemistry, 28, 1989, 9331-9336) beschrieben. Dabei wurde 
gefunden, daS rekombinanter Faktor VII in Gegenwart von Benza- 
midin zu einem homogenen Protein gereinigt werden konnte . In 
Abwesenheit des Inhibitors wurde der rekombinante Faktor VII 
spontan aktiviert. Diese autokatalytische Aktivierung stellt 
daher auch bei Praparationen ein Problem dar, bei welchen die 
physiologischen Aktivierungskomponenten nicht einmal mehr in 
Spuren vorhanden sind 

Inhibitoren der Blutgerinnung sind in einem pharmazeutischen 
Praparat zur Behandlung von Zustanden, die auf einen Mangel 
eines Blutgerinnungsf aktors zuriickzuf uhren sind, an sich nicht 
erwunscht. Zwar werden aus Stabilitatsgriinden, namlich urn die 
Aktivierung der Blutgerinnungsf aktoren in Prothrombinkomplex- 
Praparaten, zu vermeiden, physiologische Inhibitoren, wie An- 
tithrombin III Oder Heparin zugesetzt. Es ware jedoch wun- 
schenswert, Praparate bereitzustellen, die moglichst ohne den 
Zusatz derartiger Inhibitoren eine ausreichende Stabilitat 
aufweisen. 

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe ein pharmazeutisches 
Faktor Vll-Praparat bereitzustellen, mit einem moglichst ge- 




ringen Anteil an aktivier^emJ-FakVar* V^llT'-mit einer aus- 
reichenden Stabilitat in Abwesenheit von Inhibitoren der Blut- 
gerinnung, Dariiber hinaus soil ein Reinigungsverf ahren zur 
Herstellung von Faktor Vll-Praparaten zur Verfugung gestellt 
warden, welches in effizienter und schonender Weise durch- 
gefuhrt werden kann, um auf den Einsatz von Inhibitoren, wie 
Benzamidin, zu verzichten. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB durch ein Praparat auf Basis 
von Blutgerinnungsf ak-tor VII gelost, welches einen Anteil von 
weniger als 5% Faktor Vila, eine spezifische Aktivitat von 
mindestens 50 E/mg und eine Stabilitat in Abwesenheit von In- 
hibitoren der Blutgerinnung aufweist. 

Erf indungsgemaB ist es erstmals moglich, ein hochgereinigtes 
Faktor Vll-PrSparat herzustellen ohne Verwendung der bekannten 
Inhibitoren der Blutgerinnung, insbesondere ohne Zusatz von 
Antithrombin III und/oder Heparin, Benzamidin, Sojabohnen, 
Trypsin, Inhibitor, Phenylmethylsulf onylf luorid oder EDTA. Es 
hat sich herausgestellt , da6 unter den nachfolgend beschriebe- 
nen Bedingungen der Faktor VII wahrend eines chroma tographi- 
schen Reinigungsverf ahrens auch ohne den Schutz vor proteoly- 
tischen Enzymen bzw. Kontaktaktivierung nicht aktiviert wird. 
Somit enthalt das hochgereinigte Faktor VI I -Praparat nicht un- 
bedingt einen der genannten Inhibitoren bzw. weniger als die 
Nachweisgrenze. Sobald eine spezifische Aktivitat von minde- 
stens 50 E/mg erhalten wurde, konnte viberraschenderweise ge- 
zeigt werden, daB der Faktor VII auBerordentlich stabil ist 
( sogar bezuglich autokatalytischer Aktivierungsprozesse ) , ohne 
daB es den Zusatz eines spezifischen FVII-Aktivierungs- 
Inhibitors bedarf. 

Die Stabilitat des hochgereinigten Faktor VII kann vor allem - 
jedoch nicht ausschlieBlich (vgl. Pedersen et al., 1989 bzgl. 
autokatalytischer Aktivierung ) - auf die Abreicherung der Fak- 
tor Vll-spezif ischen Proteasen, darunter die Faktoren IXa und 
Xa, zuruckgef uhrt werden. Damit ist gewahrleistet , daB ein Pra- 
parat, wie ein pharmazeutisches Inf usionspraparat , auf Basis 
des hochgereinigten Faktor VII mit mindestens 50 E/mg Protein, 
vorzugsweise mindestens 100 E/mg, am meisten bevorzugt minde- 



stens 500 E/mg Protein, gp^e%j.el„leF\,^F^X^en sogar mindestens 

1000 E/mg bis zur theoretischen Reinheit von etwa 2000 E/mg, 
auch in Abwesenhelt von Inhibitoren der Blutgerinnung iiber ei- 
nen langeren Zeitraum in gebrauchsf ertigem Zustand verbleiben 
kann, ohne den Anteil an Faktor Vila im Praparat liber das zu- 
lassige MaS zu erhohen. 

Das erf indungsgemaSe Praparat hat einen Anteil von weniger als 
5% Faktor Vila bezogen auf die Gesamtmenge an Faktor VII, vor- 
zugsweise weniger als 3%, am meisten bevorzugt weniger als die 
Nachweisgrenze (z.B. im Test nach Seligson et al . , Haemostasis 
13, 186-191, 1983) . 

Das erf indungsgemaSe Praparat ist beispielsweise ein Konzen- 
trat mit pharmazeutischer Qualitat, welches zur Herstellung 
von pharmazeutischen Kombinationspraparaten eingesetzt werden 
kann. Derartige Kombinationspraparate konnen weitere Wirksub- 
stanzen, wie Vitamin K-abhangige Proteine, darunter einen oder 
mehrere der Blutfaktoren II, IX, X, Protein C oder Protein S 
enthalten. So kann etwa ein Prothrombinkomplex- Praparat ent- 
haltend die Faktoren II, VII, IX und X durch Zumischen des er- 
f indungsgemaSen Faktor Vll-Praparates zu einem partiellen Pro- 
thrombinkomplex hergestellt werden. 

Das erf indungsgemafie Faktor Vll-Inf usionspraparat kann auf- 
grund der geringen Belastung mit Verunreinigungen in relativ 
hoch konzentrierter Form zur Verfugung gestellt werden, bei- 
spielsweise mit einer Konzentration von 50 bis 5000 E/ml . Da- 
mit wird die Verabreichung des Praparates als Bolus -Injekt ion 
Oder kurzzeitige Infusion wesentlich vereinfacht. 

Die Stabilitat des Praparates kann in gebrauchsf ertigem Zu- 
stand getestet werden, ob es die erf indungsgemaSen Stabili- 
tatskriterien erfiillt, und zwar durch Inkubation bei Raumtem- 
peratur uber einen Zeitraum von mindestens 12 Stunden, vor- 
zugsweise mehr als 3 0 Stunden. Dabei kann festgestellt werden, 
daS das erf indungsgemaSe Praparat immer noch weniger als 5% 
Faktor Vila enthalt . 
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Das erf indungsgemaSe Prap^araJ:^ ^j^nr^.afcj^r.^iach in einer haltba- 
ren Handelsform zur Verfiigung gestellt werden, vorzugsweise 
als Lyophilisat. Nach Rekonstitution zeigt sich wieder die 
auiSerordentliche Stabilitat und es kommt auch wahrend der Lyo- 
philisierung/Rekonstitution zu keinerlei negativen Ef fekten 
bezuglich der (vorzeitigen) FVII -Aktivierung . Weitere Formen 
sind tief gef rorene Praparate oder Fliissigpraparate , welche ge- 
gebenenfalls nach Zusatz von Stabilisatoren, wie Tragerprotei- 
ne und/oder Kohlenhydrate , vorzugsweise bei 4°C Ciber einen 
langeren Lagerungszeitraum stabil sind. 

Der Faktor VII im erf indungsgemaSen Praparat ist - trotz sei- 
ner Stabilitatseigenschaf ten (auch bezuglich Autoakti vie rung) 
- jedenfalls ein aktivierbarer Faktor VII, der ohne weiteres 
z.B. in vivo aktiviert werden kann, und dann entsprechend dem 
nativen Faktor VII blutgerinnungsaktiv ist. Vorzugsweise wird 
ein natives Faktor VII -Protein eingesetzt, beispielsweise hu- 
maner plasmatischer Faktor VII, oder humaner rekombinanter 
Faktor VII. Bei der Rekombination von Nukleinsauren konnen 
auch Faktor VII-Analoge eingesetzt werden, welche jedenfalls 
gleichermaSen oder in einem erhohten AusmaS aktivierbar sind 
(Sridhara et al . , Am. J. Hematology 53, 66-71, 1996). 

GemaS einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
ein Verfahren zur Reinigung von Faktor VII aus einem biologi- 
schen Material urid Herstellung der erf indungsgemaSen Faktor 
VI I -Praparat ion durch Adsorption des Faktor VII an ein Chroma- 
tographiematerial , f rakt ionierte Elution des Faktor VII mit 
einer spezifischen Aktivitat von mindestens 50 E/mg, wobei die 
Elution mit einem Puffer ohne Zusatz von Inhibitoren der Blut- 
gerinnung vorgenommen wird, und Gewinnen des Faktor VII aus 
dem Eluat . 

Als Ausgangsmaterial zur Herstellung des erf indungsgemaSen 
Faktor Vll-Praparates wird liblicherweise ein komplexes bio- 
logisches Material eingesetzt. Dazu zahlen Blut, Plasma, Plas- 
maf raktionen, Zellkulturen bzw. Zellkulturf raktionen , Es kann 
aber auch ein Praparat mit pharmazeutischer Qualitat als Aus- 
gangsmaterial eingesetzt werden, welches neben dem Faktor VII 



auch weitere Proteine enthai^'', *l3ei^ie*lsweise ein Prothrombin- 
komplex-Praparat enthaltend die Faktoren II, VII, IX und X. 

Zu Vermeidung des Risikos der Ubertragung von humanpathogenen 
Inf ektionserregern, darunter die von durch Blut ubertragbaren 
Viren, wie HIV und Hepatitisviren, z.B. HAV, HBV, HCV, HGV, 
und Parvoviren, aber auch die infektiosen Erreger von BSE und 
CJD, werden eine Reihe von MaBnahmen vorgenommen. Der Faktor 
VII kann jeweils vor oder nach der chroma-fcographischen Reini- 
gung einem Verfahren zur Inaktivierung bzw. Abreicherung der 
Humanpathogene unterzogen werden. Vorzugsweise werden minde- 
stens zwei MaBnahmen vorgenommen, die die Inaktivierung bzw- 
Abreicherung aufgrund eines unterschiedlichen Mechanismus be- 
wirken. Dazu zahlen chemische, chemisch-physikalische und phy- 
sikalische Methoden. Die Methoden unter Einsatz von viruziden 
Substanzen werden vorzugsweise vor bzw. wahrend des chromato- 
graphischen Reinigungsverf ahrens vorgenommen, damit gleichzei- 

r 

-tig mit: der Reinigung des Faktor VII auch das viruzide Mittel 
entfernt werden kann. 

Zu den effektiven MaBnahmen zur Inaktivierung von Viren zahlen 
beispielsweise die Behandlung mit organischen Losungsmitteln 
und/oder Detergenzien ( EP 0 131 740, EP 0 050 061, 
PCT/AT98/00090 ) , die Behandlung mit chaotropen Mitteln 
(WO 90/15613) Hitzebehandlungsverf ahren, vorzugsweise in lyo- 
philisiertem, trockenen oder feuchten Zustand (siehe 
EP 0 159 311), Kombinationsverf ahren (EP 0 519 901) und physi- 
kalische Methoden. Letztere bewirken die Inaktivierung von Vi- 
ren beispielsweise durch Bestrahlung mit Licht, etwa in Gegen- 
wart von Photosensibilisatoren ( EP 0 471 794 und WO 97/37686). 

Zu den Abreicherungsverf ahren der Humanpathogene zahlen ins- 
besondere die Filtrationen unter Verwendung von Ultraf iltern, 
Tiefenf iltern oder Nanofiltern (s. WO 97/40861, AT A 1029/97). 
Aber auch Fallungsschritte bzw. andere Proteinreinigungs- 
maBnahmen, wie die der Adsorption, tragen zur Abreicherung von 
moglicherweise vorhandenen Pathogenen bei. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Reinigung von Faktor VII 
und Herstellung eines Faktor VI I -Praparates umfaBt mindestens 



Chroma tographies-tuf^: OSbe^i wYrd**d5f Faktor VII adsor- 
biert und selektiv eluiert, wobei Fraktionen gewonnen werden. 
Zur weiteren Gewinnung des Faktor VII aus dem Eluat werden 
diejenigen Fraktionen gewahlt, in der die spezifische Aktivi- 
tat mindestens 50 E/mg Protein, vorzugsweise mindestens 100 
E/mg, betragt, vorzugsweise mindestens die zuvor genannten h5- 
her gereinigten Proteine. 

Als Elutionspuf f er wird vorzugsweise ein Puffer mit einem pH 
im neutralen Bereich, etwa im Bereich von 5-9, vorzugsweise 
von 6-7,5/ eingesetzt und einer lonenstarke entsprechend einem 
Gehalt an NaCl von weniger als 1 M eingesetzt. Wie bereits zu- 
vor beschrieben, werden dem Elutionspuf fer keine der genannten 
Inhibitoren der Blutgerinnung zugesetzt. Eventuell vorhandene 
physiologische Inhibitoren, die im Ausgangsmaterial vorliegen, 
werden bereits bei der Adsorption und gegebenenf alls bei der 
darauffolgenden Reinigung des adsorbierten Faktor VII mit ei- 
nem Waschpuffer abgetrennt, so daB der Faktor VII jedenfalls 
ohne Inhibitorgehalt gewonnen wird. Auch hier zeigt sich die 
auBerordentliche Stabilitat des hochgereinigten Faktor VII, 
der dann den weiteren ublichen Auf bereitungsmaBnahmen zur Her- 
stellung eines pharmazeutischen oder diagnostischen Praparates 
unterzogen werden kann. 

Die Chromatographie wird entweder im Batchverf ahren oder in 
einer Saule durchgef uhrt . Zur verbesserten Kontrolle der FluB- 
rate bzw. der Kontaktzeit des Faktor VII mit dem Chromato- 
graphiematerial ist das Saulenverf ahren bevorzugt. Bevorzugte 
Materialien sind Trager mit positiv geladenen Liganden, die 
als Anionenaustauscher eingesetzt werden konnen. 

Als Anionenaustauscher kommen im Prinzip alle Anionenaus- 
tauscher auf Basis von Kohlenhydraten oder synthetischen Poly- 
meren in Frage, die eine Affinitat zu Faktor VII (Prothrombin) 
aufweisen, wie z.B. DEAE-Sephacel® , DEAE-Sephadex® , DEAE- 
Sepharose CL6B®, DEAE-Sepharose Fast Flow®, QAE-Sephadex® , Q- 
Sepharose Fast Flow®, Q-Sepharose High Perfomance®, Q- 
Sepharose Big Beads® (alle Fa. Pharmacia); 

DEAE-Tris-Acryl®, DEAE-Spherodex® , Q-Hyper-D® (alle Fa. Sepra- 
cor ) ; 
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Macroprep DEAE®, Macropr^p Q® P^V^BioRad ) ; 

DEAE-Toyopearl® , QAE-Toyopearl® , Toyopearl Super-Q® (alle Fa. 
Tosohaas ) ; 

Protein PAK DEAE® (Waters); 

Fractogel EMD-TMAE®, Fractogel EMD-DEAE®, Fractogel EMD-DMAE®, 
Licrospher 1000 TMAE®, Licrospher 1000 DEAE® und Licrospher 
4000 DMAE® (alle Fa. MERCK). 

Insbesondere warden druckstabile lonenaustauscher eingesetzt 
wie z.B. Fractogel TMAE-EMD, Express lonQ, Sonree 30Q. Es hat 
sich uberraschenderweise gezeigt, da3 sogar an diesen Materia- 
lmen das Phanomen der Aktivierung des Faktor VII unterbleibt 
sobald die Kontaktzeit mit dem Anionenaustauschermaterial bzw. 
die Verweilzeit auf der Saule kurz gehalten wird z.B. weniger 
als 5 min. In einer Saule wird dementsprechend vorzugsweise 
eine FluBrate von mindestens 2,5 cm/Minute^ vorzugsweise 3,0 
cm/Minute/ fur die Elution des adsorbierten Faktor VII gewahlt. 

Die FluBrate entspricht zumeist mindestens 0,15 Saulenvolumina 
pro Minute, vorzugsweise 0,17, am meisten bevorzugt 0,2 Sau- 
lenvolumina pro Minute - 

Weitere Materialien zur chromatographischen Reinigung sind 
Trager mit Liganden, die eine spezifische Affinitat fur Faktor 
VII aufweisen, wie Tissue factor, Antikorper und Peptide. Wel- 
ters bevorzugte Materialien weisen hydrophobe Gruppen auf. 

Als Gel fur die hydrophobe Interaktionschromatographie wird 
vorzugsweise Phenyl -Sepharose High Performance® (Fa. Phar- 
macia), aber auch andere Chromatographiegele wie z.B. Butyl- 
Sepharose® , Octyl-Sepharose® , Phenyl-Sepharose® , Phenyl- 
Sepharose Fast Flow High Sub®, Phenyl-Sepharose Fast Flow Low 
Sub® (alle Fa. Pharmacia); 
Fractogel TSK-Butyl® (Fa. MERCK); 

Macroprep-Methyl-HIC-Support® , Macroprep t - Butyl -HIC-Support® 
(alle Fa. BioRad); 

TSK-Gel Butyl Toyopearl®, TSK-Gel Phenyl Toyopearl® und TSK- 
Gel Ether Toyopearl® (alle Fa. Tosohaas), eingesetzt. 
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Als weitere Tragermateria4*ien* Iromrrfen ^ueff ubliche Gel- 

f iltrationsmedien in Frage, wie z.B. Superose 12, Superdex 75. 

GemaB einer besonders bevorzug-ten Ausf uhrungsf orm werden zur 
Herstellung eines Faktor Vll-Praparates auch Kombinationen der 
genannten chromatographischen Verfahren eingesetzt, beispiels- 
weise die Kombination der Anionenaustauscherchromatographie 
und hydrophoben Interaktionschromatographie . Gegebenenf alls 
kann anschlieSend noch zur weiteren Reinigung eine Gelfiltra- 
tion vorgenommen werden. Dement sprechend wird bevorzugterweise 
im erf indungsgemaSen Verfahren als Chromatographiematerial ein 
Anionenaustauscher eingesetzt und ein fur die hydrophobe Chro- 
matographie geeignetes Material. 

Der erf indungsgemaB gereinigte Faktor VII kann nicht nur durch 
die ublichen MaBnahmen der Dialyse/Diaf iltration, Sterilfil- 
tration und Konzentration zu einem pharmazeutischen Faktor 
Vll-Praparat formuliert werden. Ebenso konnen auch Kombinati- 
onsprSparate zur Verfugung gestellt werden, welche den erfin- 
dungsgemaS gereinigten Faktor VII neben anderen Wirksubstanzen 
enthalten. 

Insbesondere kann ein Prothrombinkomplex-Praparat erfindungs- 
gemaB zur Verfugung gestellt werden, welches neben dem hochge- 
reinigten und stabilen Faktor. VII noch mindestens einen der 
Blutgerinnungsf aktoren II, IX und X enthalt. Diese weiteren 
Blutgerinnungsf aktoren sind vorzugsweise ebenfalls als Einzel- 
f aktoren gereinigt, bevor das Kombinationspraparat durch ent- 
sprechendes Formulieren hergestellt wird. Ein derartiges Pra- 
parat kann mit oder ohne Inhibitoren der Blutgerinnung zur 
Verfugung gestellt werden. Insbesondere kann ein Heparingehalt 
vorgesehen werden, entsprechend einer Empfehlung von Menache 
et al.. Thrombosis Diathes. Haemorrh. 33, 645-647, (1975) zur 
Bereitung von Faktor IX-haltigen pharmazeutischen Praparaten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein pharmazeuti- 
sches Praparat, enthaitend einen erf indungsgemaBen Faktor VII 
bzw. ein erf indungsgemaBes Faktor Vll-Praparat . Dieses Prapa- 
rat kann vorzugsweise welters mindestens einen, insbesondere 
alle, der Blutgerinnungsf aktoren II, IX und X enthalt. 




GemaS einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird das erfindungsge 
mSBe Praparat als pharmazeutisches Inf usionspraparat formu- 
liert . 

Wei-bere Zusatze zum erf indungsgemaBen Praparat sind vorzugs- 
weise Anti thrombin III und/oder Atheplex, welches einen Anti- 
thrombin III/Heparinkomplex darstellt, z.B. hergestellt gemaB 
EP 0 129 534. 

Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele noch wel- 
ter beschrieben. 

Beispiel 1: Reinigrung von Faktor VII aus Kryouber- 
stand durcli Anionenaustauschchromatographie an Fraktogel TMAE- 
KMD 

340 1 Kryotiberstand werden an A1(0H)3 adsorbiert und mit 22,5 
NajHPO^ X 2 H^O/1 (pH 8,5) enthaltend 1 % (V/V) Tween 80 
(-pf lanzlich) eluiert und mit AT III/Heparin-Komplex versetzt 
(350 IE Heparin/kg Eluat, 40 IE AT Ill/kg Eluat) - Das Tween- 
haltige Eluat wird durch Ultrafiltration an einer Membran mit 
einer AusschluSgrenze < 30 kD ca. 15-fach konzentriert und ge- 
gen 10 Volumina 20 mM Tris/HCl (pH 7,0) (Tris-Puf f er) diafil- 
triert. Nach 0,2 /i-Filtration und Einstellen der Tweenkonzen- 
tration auf 15 % (V/V) wird zur Virusinaktivierung 3 Stunden 
ang bei 40 °C inkubiert. Die mit Trispuffer auf das doppelte 
olumen verdunnte L5sung (3 1) wird auf eine BPGlOO/165 Frak- 
togel TMAE-EMD 650 M-Saule (Fa. MERCK) aufgetragen, mit 
Trispuffer nachgewaschen und anschlieBend mit steigenden NaCl- 
Stufengradienten (50, 100, 150, 200, 250, 1000 mM/1) in 
Trispuffer gewaschen, eluiert und regeneriert. Die FluBrate 
betrMgt bei der Betthohe von 16,5 cm mindestens 2,5 bis 3 
cm/min. 

Das 200 mM-NaCl-Eluat (ca. 5 1) wird nach Zusatz von 43,8 IE 
Heparin/kg und 5,0 IE ATIII/kg durch Ultrafiltration an einer 
Membran mit einer AusschluBgrenze < 30 kD ca. 60-fach auf eine 
Proteinkonzentration von 5 mg/ml konzentriert. Nach Dia- 
filtration gegen eine Losung von 4,8 mM Naa-Citrat x 2 H2O und 
61,6 mM NaCl/1 wird der pH auf einen Wert von 8,0 +/- 0,5 ein- 



gestzellt: und die L5sung e'lngefroren* un& *fyophilisiert. Das 
Lyophilisat wird bis zu einer Restfeuchte von 7-8% befeuch- 
-bet und fur die Virusinaktivierung 10 Stunden bei 60*'C und 1 
Stunde bei 80 "C erhitzt. 



Ergebnis 



Fraktion 


Spezif. Akt.* 


FVII-Aktivierung" 


Reinigungsfaktor 




[E FVII/mg Prot] 


[E FVIIa/E FVII] 




Plasma 


0.02 




1 


AI(OH)3-E!uat n. Tween 


5 


0,05 


200 


TMAE-Eluat 


100 


0,25 


5.000 


hitzebehandeltes Lyophilisat 


100 


0.35 


5.000 



* : maximale theoretische spezifische Aktivitat: 2000 E FV|l/mg Protein 
** : vollstandige Aktivierung bei einem FVIIa/FVll^Verhaitnis von 15-20 
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B e i s p i e 1 2 : R In^gy^^l^^^^^^PffJ^^^ Kryouber- 
stand durch Anionenaustauscherchromatographi an Fraktogel 
TMAE-EMD und nachfolgend r hydrophober Chromatographie an Phe- 
ny 1 - S epha r o s e 

Bis zur Herstellung des hitzebehandelten Praparates (Bulk- 
pulver) wird wie in Beispiel 1 verfahren. Das Bulkpulver wird 
im ursprunglichen Volumen mit Willi Q-Wasser (Fa. Millipore) 
gelost (Proteinkonzentration ca. 5 mg/ml) , von 60 auf 2000 tnM 
NaCl/1 aufgesalzen und auf eine XK50/96 Phenyl -Sepharose HP- 
Saule (Fa. Pharmacia) aufgetragen, die in 20 tnM Tris/HCl 
(pH 7,4; 2000 mM NaCl/1) equilibriert worden war. Nach Auftrag 
von 75 ml FVII-Bulkpulverlosung bei einer FluSrate von 10 
ml/min wird mit ca. 10 SV Equilibrierungspuf f er nachgewaschen 
und anschlieiSend mit den folgenden NaCl-Stufen gewaschen, elu- 
iert bzw. regeneriert : 

1200 mM NaCl/1 
850 mM NaCl/1 
500 mM NaCl/1 

0 mM NaCl/1, jeweils in 20 mM Tris/HCl (pH 7,4) 

ca 2 8 1 des 850 mM NaCl-Eluats werden anschlieSend durch Ul- 
trafiltration an einer Membran mit einer AusschluBgrenze ^ 30 
kD 5-fach konzentriert und gegen 20 mM Ammoniumhydrogencarbo- 
nat diafiltriert und unter Sublimation der Salze lyophxli- 
siert. Das salzfreie Lyophilisat wird in 1/50 des ursprungli- 
chen Volumens in 0,4% Na,-Citrat x 2 H,0 0,8 % NaCl (pH 7,0) 
aufgenommen und an einer im gleichen Puffer equilibrierten 
XK26/100 Superose 12-Saule (Fa. Pharmacia) unter geringer Auf- 
reinigung bei einer FluSrate von 2,5 ml/min umgepuffert. 



T a b e 1 1 e 
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Ergebnis 



Fraktion 


Spezif. Akt. 


FVII-Aktivierung 


F Vll-Ausbeute 


Reinigungsfaktor 




[E FVII/mg Prot.] 


[E FVIIa/E FVII] 


[/o\ 




Plasma 


0.02 






1 


AI(OH)3-Eluat nTween 


5 


0.05 


100 


200 


TMAE-Eluat 


100 


0.25 


80 


5.000 


hitzebehandeltes Lyophilisat 


100 


0,35 


61 


5.000 


Phenyl-Seph.-Eluat 


500 


0.4 


43 


25.000 


Superose 12-Eluat 


1000 


0,5 


35 


50.000 



Beispiel 3: EinfluS der FluBrate auf die Aktivier\ing 
von Faktor VII an Fraktogel TMAE-EMD 

An einer XK26/16,5 Fraktogel TMAE-EMD 650 M-Saule (Fa. MERCK) 
vmrde die Aufreinigung von FVII aus Al (OH) 3 -Eluat nach Virus- 
inaktivierung mit 15 % Tween (Auftrag 36 mg Protein/ml Gel) 
bei verschiedenen FluSraten bei 22°C getestet. Die Bedingungen 
der Chromatographie entsprechen Beispiel 1. 

Tabelle3 

Ergebnis 



FluBrate 


Aktivierung 


[cm/min] 


[E F7a / E FT] 


0,94 


7.6 


1,88 


2.65 


2,35 


0.45 


2,83 


0.24 



Es zeigt sich, daS bei zunehmender FluSgeschwindigkeit der Ge- 
halt an aktiviertem Faktor VII abnimmt . Die Akt ivie rungs rate 
bleibt dann ab einem Wert von iiber etwa 2,5 bis 3 cm/s unge- 
f ahr konstant . 
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B e i s p i e 1 4 : TeSt.Izut »>ki**uAg. der Stabilitat der 
FVI I - Pr apar a t ion 

4.1. inkubationsbedingiingen 

100-300 Ml-Aliquots der FVII-haltigen Eluate der TMAE- bzw 
Phenyl -Sepharose-Chromatographie, hergestellt gemaS Bexspxel 1 
und 2, wurden fur 38 Stunden bei 22^0 inkubiert und nach dxe- 
ser Zeit die amidolytische FVII-Aktivitat (Immunochrom FVII:C, 
Fa IMMUNO AG), die FVIIa-Gerinnung (Staclot VIIa-Rtf, Fa 
Diagnostica Stage) und die Proteinkonzentration (Bradford) xm 
vergleich zu einem sofort bei -20<'C eingef rorenem Aliquot ge- 
testet. 

4.2. Aktivitatstests 
4.2.1. IMMUNOCHROM FVII:C 

Die Faktor VII-Aktivitat wurde unter Bedingungen einer^voll- 
standigen Aktivierung von FVII durch Thromboplastxn und Ca^ und 
der dann folgenden Aktivierung von. ebenfalls zugesetztem FX 
tnit einem chromogenen FXa-Substrat kinetisch gemessen Es wur- 
de entsprechend den Empfehlungen des Herstellers verfahren. 



4.2.2. STACLOT VIIa-rTF 

Mit rekombinantem loslichen Tissue factor laSt sich in Gegen- 
wart von Phospholipid und FVII-Mangelplasma allein dxe durch 
FVIIa ausgeiaste Gerinnung mit Hilfe eines Coagulometers mes- 
sen. ES vmrde nach der Vorschrift des Herstellers Diagnostxca 
Stago verfahren. 

4.3. Ergebnis 

Fraktion Protein. E FVII chrom/mg E FVIIa E FVIIa 

[mg/ml] Spez.Akt. Aktivier. t=0 Aktivier. t=38 



TMAE. 200 mM 0.04-0.08 150-200 0.1 -0.3 0.3-0.8 



Phenyl-Seph.. 750 mM 0.02-0.04 500-1000 



0.1-0.2 0,1-0.3 
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Es zeigt sich, dafi bei den erf indungsgemaS hergestellten Pra- 
paraten selbst bei 38-stundiger Lagerung bei 22''C keirie nen- 
nenswerte Aktivierung von FVII auftritt. Dies ist urn so iiber- 
raschender, als bei bislang bekannten Faktor Vll-Praparaten 
immer eine erhebliche Aktivierung (u.a. auch durch Autpkataly- 
se) eingetreten ist, die nur durch den Zusatz von spezifischen 
Inhibitoren verhindert bzw. hintangestellt werden konnte. 
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1 Praparat auf Basis von Blutgerinnungsf aktor VII mit einem 
Anteil von weniger als 5% Faktor Vila, gekennzeichnet durch 
sine spezifische Aktivitat von mindestens 50 E/mg und einer 
Stabilitat in Abwesenheit von Inhibitoren der Blutgerinnung . 

2. Praparat nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch eine spezi- 
fische Aktivitat von mindestens 100 E/mg. 

3. Praparat nach Anspruch 1 oder 2. mit einer Faktor VII- 
Konzentration von 50 bis 5000 E/ml. 

4. Praparat nach Anspruch 1 oder 2, in lyophilisierter Form. 

5 Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 4, welches im ge- 
brauchsfertigen Zustand bei Raumtemperatur xiber einen Zextraum 
von mindestens 12 Stunden stabil ist. 

6. Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Faktor VII ein aktivierbarer rekombmanter 
Faktor VII ist. 

7 Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Faktor VII nativer plasmatischer Faktor VII 
ist. 

8. Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 7, erhaltlich durch 
ein chromatographisches Reinigungsverf ahren und f raktionxerte 
Elution des Faktor VII ohne Zusatz von Inhibitoren der Blutge- 
rinnung . 

9 Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi es als pharmazeutisches Inf usionspraparat formu- 
liert ist. 

10 Verfahren zur Reinigung von Faktor VII aus einem bio- 
logischen Material und Herstellung eines Faktor VI I- Praparat es 
durch Adsorption des Faktor VII an ein Chromatographiemateri- 
al, fraktionierte Elution des Faktor VII mit einer spezifi- 




schen Aktivitat von JB/ftigT .wc5bei die Elution mit 

einem Puffer ohne Zusatz von Inhibitoren der Blutgerinnung 
vorgenommen wird, und Gewinnen des Faktor VII aus dam Eluat . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daS 
als Chromatographiematerial ein Anionenaustauscher in einer 
Saule eingesetzt wird und die FluSrate der Elution mindestens 
0,15 Saulenvolumina pro Minute betragt. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daB 
als Chromatographiematerial ein Trager mit hydrophoben Gruppen 
eingesetzt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daS 
als Chromatographiematerial ein fur die Gelf iltration geeigne- 
ter Trager eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Faktor VII aus Blut, Plasma, einer Plas- 
mafraktion, einer Zellkultur oder einer Zellkulturf raktion ge- 
reinigt wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Faktor VII aus der eluierten Fraktion 
gewonnen wird, die den Faktor VII mit einer spezifischen Akti- 
vitat von mindestens 100 E/mg enthalt . 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi als Chromatographiematerial ein Anionen- 
austauscher eingesetzt wird und als weiteres Chromatographie- 
material ein fiir die hydrophobe Chromatographie geeignetes Ma- 
terial. 

17. Pharmazeutisches Praparat enthaltend einen Faktor VII er- 
haltlich nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 
16 . 

18. Praparat nach Anspruch 17, welches welters mindestens ei- 
nen der Blutgerinnungsf aktoren II, IX und X enthalt. 



18 

• « • •••• 
• •••• •• 

Z m m •••••• 

19. Praparat nach AnsprA^ih Jii Welches welters Heparin 

enthalt, gegebenenf alls in Gegenwart von Ant i thrombin III bzw. 
Atheplex. 



f 
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Zusammenfassung 



Beschrieben wird ein Praparat auf Basis von Blutgerinnungs- 
faktor VII mit einem Anteil von weniger als 5% Faktor Vila, 
welches sine spezif ische Aktivitat von mindestens 50 E/mg und 
eine Stabilitat in Abwesenheit von Inhibitoren der Blutgerin- 
nung aufweist, sowie ein Verfahren zu dessen Herstellung. 



